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2Abstract
Trehalose er et ikke-reducerende disaccharid. Forskere fra Cornell University har kon-
strueret en stresstolerant transgenetisk ris med øget trehaloseakkumulation. Vi beskriver
her, hvordan forskerne fra Cornell University har genmodificeret en rissort, og undersøger
om det hensigtsmæssigt at anvende rissorten med henblik p˚a øget fødevareproduktion. Vi
beskriver, at der ikke er større risici ved fordøjelsen af trehalose, men at der er behov for
yderligere undersøgelser af konsekvenserne ved spredningen af gener via krydsbestøvning
fra den transgenetiske ris. Vi konkluderer, at anvendelsen af den stresstolerante trans-
genetiske ris vil være hensigtsmæssig, s˚afremt forbehold tages for at mindske spredningen
af gener.
Nøgleord: Transgenetiske ris, trehalose, stresstolerance, spredning af gener.
Trehalose is a nonreducing disaccharide of glucose. Scientist from Cornell University has
created a stress tolerant transgenic rice with increased accumulation of trehalose. We re-
port here how scientist from the Cornell University have engineered a rice trait, and we
examine if the utilization of the rice trait is favorable regarding increased production of
food. We describe the lack of risks associated with digestion of trehalose. However thor-
ough assessment of the consequences of gene flow by hybridization from transgenic rice
is needed. We conclude, that the utilization of the stress tolerant transgenic rice will be
favorable as long as sufficient precautions regarding the gene flow are made.
Keywords: Transgenic rice, trehalose, stress tolerance, geneflow.
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Forord
Denne rapport er udarbejdet som del af et 1. semesterprojekt p˚a Naturvidenskabelig
Basisuddannelse ved Roskilde Universitetscenter. Rapporten er henvendt til folk med in-
teresse indenfor genmodificerede afgrøder. Det forudsættes, at læseren har en faglig kom-
petence i biologi og kemi inden for problemomr˚adet svarende til A niveau fra gymnasiet.
Rapporten skal opfylde semesterbindingen “Anvendelse af naturvidenskab i teknik og
samfund”. Hertil valgte vi en problemstilling der omhandler en transgenetisk rissort, som
er genmodificeret til at akkumulere øget trehalose under abiotisk stress.
Forsidebilledet er taget fra http://www.lawrence.edu/dept/ealc/sungphotos/More Images
from Tibet/Longsheng Terraced Rice Field (green).jpg
Rapporten er sat i LATEX, og med mindre andet er angivet er figurer udarbejdet af pro-
jektgruppen.
Rapporten kan hentes i PDF-format fra http://www.hankat.dk/projekter/transgenetiske ris.pdf
og http://www.rucsdigitaleprojektbibliotek.dk.
Tak til følgende personer: Søren Rasmussen fra Forskningscenter Risø, Søren Lau-
rentius Nielsen fra RUC, Otto Nielsen og Birgitte Munch-Petersen fra RUC
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Læsevejledning
Rapporten er opdelt i 4 hoveddele:
• Risplantens fysiologi/Gener og rekombinant DNA-teknologi
Disse to afsnit er en indføring i den grundlæggende teori for problemstillingen. Hvis
læseren allerede er kendt i dette stof, kan det udelades.
• Regulering af genekspression/ABA stofskifte/Trehalose/Transgenetiske
ris
Disse tre afsnit omhandler teori specifikt for problemstillingen, og kan være ret
teknisk.
• Trehalose og sundhed/Spredning af gener
Disse to afsnit behandler problemstillingen ang˚aende trehalose i fødevare og spred-
ningen af gener fra transgenetiske ris til ikke-transgenetiske ris.
• Diskussion/Konklusion/Perspektivering
Litteraturhenvisninger Vi har valgt at opdele referencelisten i artikler, bøger og andre
referencer (fx internetsider). Vi har opdelt referencelisten for at lette overblikket over,
hvilket materiale rapporten bygger p˚a. Det er dog p˚a bekostning af overskueligheden, n˚ar
man fra en litteraturhenvisning i teksten skal finde den givne reference. Henvisninger fra
teksten til referencelisten følger reglerne nedenfor:
• Artikler angives uden side tal som fx (Garg et al., 2002) eller Garg et al. (2004).
• Bøger angives med side tal som fx (Stryer et al., 2001, s. 163).
• Andre referencer angives som artikler, men der er relativt f˚a af disse referencer.
Relevante artikler for rapporten som vi har læst, men ikke henvist til fra teksten, er
angivet i Supplerende litteratur.
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1 Indledning
Den eksplosive vækst i de østasiatiske landes befolkninger medfører en tilsvarende stigning
i behovet for fødevarer. Det er derfor nødvendigt at øge fødevareproduktionen, for at undg˚a
en omfattende hungersnød der synes i vente. Det forventes, at populationen i verdens to
mest befolkningsrige lande, Kina og Indien, alene vil stige fra hhv. 1,3 mia. og 1,1 mia.
individer i dag, til 1,4 og 1,6 mia. individer i a˚r 2050 (Population Reference Bureau,
2004). Da ris er den dominerende ernæringsressource, vil det derfor være hensigtsmæssigt
at imødeg˚a det stigende behov for fødevarer, ved at øge produktionen af denne afgrøde.
Selv en lille procentvis forøgelse af udbyttet vil have et stort kvantitativt resultat.
Begrebet stresstolerance, med hvilket der menes evnen til at trives under ugunstige
betingelser, er centralt i bestræbelserne p˚a at øge risproduktionen. Store omr˚ader i Sydøstasien
er uanvendelige til risdyrkning p˚a grund af abiotisk stress, fx tørke, høje saltkoncentra-
tioner eller kulde. Ydermere foreg˚ar næsten halvdelen af verdens risdyrkning med kunst-
vanding, en uhensigtsmæssig teknik, da vandreserverne er stadigt faldende.
Et forskerhold fra Cornell University har udviklet en transgenetisk rissort med øget tre-
haloseakkumulation (Garg et al., 2002). Akkumulationen af trehalose forekommer i stress-
situationer, og har vist sig at øge rissortens abiotiske stresstolerance uden at p˚avirke vækst
og udbytte.
Dette leder os hen p˚a vores problemformulering:
“Er det hensigtsmæssigt at anvende rissorter, som er genmodificerede til trehaloseakku-
mulation, med henblik p˚a øget fødevareproduktion”
Vi vil herunder undersøge, om der ma˚tte være sundhedsrisici forbundet med indtagelsen
af de transgenetiske ris, samt om spredningen af gener fra rissorten forefindes og i givet
fald er til fare for økobalancen.
Dyrkningen af GM-afgrøder er imidlertid forbundet med mange problemstillinger. P˚a ver-
densplan møder man megen skepsis over for genmodificerede fødevarer. Problemstillingen
rejser en række politiske og etiske spørgsm˚al, som vi har valgt ikke vil komme nærmere
ind p˚a, da vi har en naturvidenskabelig indfaldsvinkel til problemet.
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2 Metode
Der er ikke foretaget eksperimentelt arbejde under projektet. Det er derimod baseret p˚a et
litteraturstudie af videnskabelige artikler, forskerinterview og lærebøger om det teoretiske
stof.
Til informationssøgning brugte vi hovedsageligt internettet som kilde til artikler, nærmere
bestemt MEDLINE (PubMed)1 og Science Citation Index2. Derudover benyttede vi ogs˚a
søgemaskinen Google3, samt en h˚andfuld udvalgte lærebøger, hovedsageligt fra Roskilde
Universitetsbibliotek og Danmarks Natur- og Lægevidenskabelige Bibliotek. Vi brugte
lang tid p˚a at finde relevant litteratur, eftersom vi manglede konkrete ting at g˚a efter.
Størstedelen af vores primære litteratur er fundet i midten/slutningen af november.
Forskerinterviewet fandt sted d. 10/11-2004 p˚a Forskningscenter Risø, hvor Søren Ras-
mussen fra Planteforskningsafdelingen klarlagde forskellige problemstillinger omkring an-
vendelsen af trehalose som kilde til stresstolerance. Dette gav os inspiration og mere
konkret stof til problemstillinger, hvilket gjorde at vi hurtigt fandt yderligere litteratur.
For at f˚a svar p˚a specifike spørgsma˚l om Cornell forskerholdets ris (Garg et al., 2002),
forsøgte vi at kontakte Professor R. Wu4 fra Cornell Universitet pr. e-mail. Der kom
desværre ingen respons, men vi fandt de vigtigste svar i andre kilder.
Vi har under projektforløbet anvendt samarbejdsværktøjet BSCW til udveksling af ma-
teriale.
1http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed
2http://isiknowledge.com/wos
3http://www.google.com
4Medforfatter p˚a (Garg et al., 2002).
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3 Risplantens fysiologi
Risplanten er en slægt af græsfamilien og er samtidig en kornart – ris er desuden et
topgræs. Ved topgræs forst˚as en græsart, der har en topformet blomsterstand, som er
sammensat af sma˚aks med ret lange stilke, der træder meget tydeligt frem p˚a planten. For
risplantens vedkommende findes der øverst p˚a plantens str˚a en top af disse enblomstrede
sma˚aks. Ved sm˚aaks forst˚as den aksformede blomsterstand i blandt andet græsfamilien.
Der gælder ogs˚a for ris, at den er et˚arig, og at kornene er omsluttet af to store læderagtige
skaller, som er ru eller stivh˚arede (International Rice Research Institute, 2004)
Ris er en s˚akaldt e´nkimbladet plante. Der findes ligeledes tokimbladede planter. De grundlæggende
forskelle mellem de to grupper af planter er følgende:
• Hos e´tkimbladede planter dannes kun e´t kimblad5, mens der dannes to hos de tokim-
bladede planter.
• For den e´tkimbladede plantes vedkommende har kimroden6 en kort levetid. Her
overtager birødder kimrodens funktion. Kimroden hos den tokimbladede plante ud-
vikler sig derimod til plantens hovedrod.
• Hos e´tkimbladede planter har bladene en simpel vækst ved basalt meristem (vækst-
lag). For de tokimbladede planter gælder, at bladene har en kompliceret vækst ved
tilstedeværelsen af en lang række selvstændige vækstlag.
• P˚a e´tkimbladede planter udvikles kun e´t forblad p˚a blomsterstilken. Hos tokimblad-
ede planter anlægges derimod to, sidestillede forblade p˚a plantens blomsterstilk.
Ris opfattes i almindelighed som en et˚arig plante, selv om den i troperne kan overleve som
et fler˚arigt individ. Forklaringen er, at den producerer nye rodskud fra sine bladfæster
(kaldes ratooning), efter at høsten har fundet sted (Frederiksen et al., 2002). Plantens
højde varierer fra 0,4 m til over 5 m for nogle ristypers vedkommende.
3.1 Risarter
Slægten Oryza, af stammen Oryzeae i græsfamilien Poaceae, omfatter dels 2 opdyrkede
arter, dels 22 vilde arter. Blandt de vilde arter bør nævnes Oryza rufipogon, som er stam-
fader til en af de opdyrkede arter Oryza sativa. Desuden findes sorten Oryza glaberrima,
den s˚akaldte afrikanske risart, der dog er ret sjælden.
De vilde rissorter har ofte været brugt til at fremstille hybrider, da de ofte er resistente
over for diverse sygdomme eller tolerante over for forskellige typer stress. O. sativa, som
5Første blad op af jorden, n˚ar frøet spirer
6Frøplantens første rod
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repræsenterer langt størstedelen af den opdyrkede ris, er opdelt i to underarter, indica
(langkornede ris) og japonica (kortkornede ris). Indica dyrkes fortrinsvis i Asien og udgør
93 % af den globale risproduktion, mens japonica typisk anvendes til europæiske risplan-
tager. Sidst bør ogs˚a nævnes ukrudtsris, som hovedsageligt er af slægtenO. sativa. Ukrudt-
srisene vokser vildt i naturen i de risproducerende lande, og udgør pga. sit nære slægtskab
til de opdyrkede rissorter den største fare for spredning af gener (jf. afsnit 9).
3.2 Risplantens vækst
Risplantens vækstsæson kan deles op i to primære vækstfaser
• Den vegetative fase indebærer plantens generelle vækst med væv og roddannelse.
• Den reproduktive fase er inddelt i 2 underfaser, nemlig fasen inden blomsterne
a˚bner sig (eng. heading), samt perioden efter heading, kaldet modningsperioden.
N˚ar en rissort med en vækstperiode p˚a 120 dage plantes i et tropisk miljø, bruger den 60
dage p˚a at komme gennem den vegetative fase, 30 dage i den reproduktive fase og endelig
30 dage p˚a at modnes (International Rice Research Institute, 2004). Den reproduktive fase
begynder med et stadie, der kaldes “booting” stadiet – efter fremkomsten af flagbladet7
dannes blomsterstandene. Disse bliver synlige cirka 25 dage før heading, n˚ar de er blevet
cirka 1 mm lange. Selve blomstringen foreg˚ar umiddelbart efter heading som igen er
efterfulgt af bestøvningen. Typisk defineres heading som det tidspunkt, hvor 50 % af
blomsterstandende p˚a en rismark har foldet sig ud.
Risplantens livscyklus varer 3-6 ma˚neder, afhængig af rissort og det klima den dyrkes i.
En risplante bruger i tropiske egne 1000 - 1300 timer p˚a at danne støvknappen, og herefter
er bestøvningen fuldendt inden for 6 timer (International Rice Research Institute, 2004).
Ris er en selvbestøvende plante, hvilket vil sige at blomstringen foreg˚ar ved at blomstens
støvfang a˚bnes, blomsterstøvet frigøres fra blomsten og modtages af støvfanget p˚a den
samme blomst. Det betyder dog ikke, at der ikke kan foreg˚a krydsbestøvning mellem
risplanterne. Blomsten er a˚ben imellem 6 min og 1 time, tidsrummet menes at afhænge
af luftfugtigheden (Messeguer et al., 2001).
3.3 Risplanten og økosystemerne
Hvis man skal danne sig et overblik over det høstmæssige udbytte i et givet omr˚ade, er det
centralt at vide, hvilket økosystem risplanterne bliver dyrket i. Der er nemlig betydelig
forskel p˚a udbyttet, afhængig af det valgte system.
7Det øverste blad p˚a planten
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Man kan opdele økosystemerne i:
• Overrislet økosystem (eng. irrigated rice ecosystem)
• Regnvædet lavlands økosystem (eng. rainfed lowland rice ecosystem)
• Oversvømmelsestilbøjeligt økosystem (eng. flood-prone rice ecosystem)
• Højlands økosystem (eng. upland rice ecosystem)
3.3.1 Overrislet økosystem
Det overrislede økosystem tegner sig for hele 76 % af den samlede risproduktion p˚a ver-
densplan (International Rice Research Institute, 2004). Dyrkningsmetoden repræsenterer
desuden 54 % af det samlede beplantede areal, men plantagerne er langsomt ved at svinde
ind pga. urbanisering og industrialisering, og udbyttet nærmer sig det maksimalt mulige.
Kunstvanding medfører ofte kraftigt brug af sprøjtemidler, da produktionen er intensiv og
producenterne ikke altid er velinformerede mht. sprøjtebehandling og miljøhensyn. Dette
har en uheldig effekt p˚a mennesker og natur. I nogle af de fattigere omr˚ader er der kun
overrisling i løbet af de tørre perioder af regntiden, n˚ar vand er til r˚adighed8. Overrisling
i den v˚ade periode foreg˚ar kun i tilfælde af klimatiske uregelmæssigheder, hvorimod de
omr˚ader der producerer ris i løbet af den tørre sæson er afhængige af kunstvanding. Til
gengæld gør kunstvandingen vækstbetingelserne ideelle: højt antal soltimer, f˚a sygdomme
og skadedyr samt regelmæssigt vandtilskud. Disse omr˚ader giver de højeste høstudbytter.
Produktion: Det gennemsnitlige udbytte p˚a marker er p˚a 3 til 9 ton pr. hektar. I
Østasien, hvor 43 % af det samlede risbeplantede areal er repræsenteret, er 93 % af
de beplantede omr˚ader overrislede. I troperne i syd- og sydøstasien er kun 41 % af risen
overrislet (International Rice Research Institute, 2004). Økonomiske og klimatiske forhold
opdeler økosystemet i forskellige kategorier af produktionseffektivitet hvor Kina, Egypten
og Japan ligger i spidsen, Bangladesh, Laos, Malaysia og Thailand tilhører middelklassen
og Nepal og Pakistan kommer sidst.
Begrænsninger: De fleste problemer med produktionen i overrislede distrikter er af
teknisk karakter: fejlagtig brug af gødning og vandreserver, eller akkumulation af salte
i systemet som følge af inddampning og mangel p˚a dræning. Skadedyr tæller dog ogs˚a
blandt bekymringerne.
8Det tropiske klima er delt op i v˚ad og tør sæson
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3.3.2 Regnvædet lavlands økosystem
Cirka 25 % af verdens risdyrkningsarealer hører ind under dette økosystem – nærmere
bestemt 36 millioner hektar (International Rice Research Institute, 2004). Økosystemet er
defineret ved marker, som a˚rligt er oversvømmede i op til 10 dage i træk i dyrkningssæso-
nen, og hvor vanddybden kan overskride 50 cm. Der er dog forholdsvis stor variation i dis-
trikterne pga. jordens svingende kvalitet og klimaets ustabile karakter. Manglen p˚a teknik
og ressourcer gør, at man ikke kan kontrollere vandet og s˚aledes er b˚ade oversvømmelser
og tørke de typiske problemfaktorer.
Produktion: Det regnvædede lavlandssystem har et betydeligt potentiale til at forøge
den samlede risproduktion p˚a verdensplan. Befolkningstætheden p˚a de opdyrkede arealer
er ringe, og selvom det beplantede areal konstant udvides, forbliver udbyttet lavt. Ge-
ografisk er her tale om store omr˚ader, hvoraf nogle ville kunne forøge verdensproduktionen
væsentligt ved indførelse af teknisk viden, ressourcer og stresstolerante ris.
Begrænsninger: Ofte er uforudsigelige vejrfænomener det største problem i disse omr˚ader.
Landmændene st˚ar magtesløse overfor pludselige oversvømmelser eller tørke, og har langt
fra ressourcerne til at udbedre skaderne.
3.3.3 Oversvømmelsestilbøjeligt økosystem
I det oversvømmelsestilbøjelige økosystem forekommer jævnligt oversvømmelser, hvilket
resulterer i vandstande fra 50 til over 400 cm. Længden af oversvømmelsesperioderne vari-
erer fra 10 dage op til 5 ma˚neder (International Rice Research Institute, 2004). Hastighe-
den af vandets stigning kan til tider føre til, at risplanterne er helt dækket. I s˚adanne
situationer er risplanterne i stand til at vokse 20 cm om dagen. Periodernes varighed og
karakter s˚avel som risplanternes alder er afgørende for plantagens overlevelse.
Økosystemet indbefatter en stor variation af landskaber og risarter. Blandt typerne af ris
findes hybrider med øget salttolerance, som vokser p˚a marker der jævnligt oversvømmes
af havvand. En del af jordene er frugtbare, men der er dog visse steder problemer med
sur eller alkalisk jord. P˚a trods af de meget usikre forhold brødføder dette økosystem
over 100 mio. mennesker. Landmændene udvælger sig bestemte rissorter alt efter hvilke
dyrkningsforhold der er tale om. Det oversvømmelsestilbøjelige økosystem kan i denne
forbindelse inddeles i flere kategorier af oversvømmelsesniveauer, g˚aende fra 30 cm til 4
m. Der indg˚ar ogs˚a en sæson med tørke, hvor man overrisler markerne.
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Produktion: Gennemsnitsudbyttet er lavt, ca. 1,5 ton/ha, men enkelte steder høstes
op til 4 ton/ha (International Rice Research Institute, 2004).
Begrænsninger: Flodbølger og uregelmæssigheder i klimaet er den største trussel mod
produktionen i disse omr˚ader.
3.3.4 Højlands økosystem
Dette økosystem dominerer de risproducerende landskaber i Mellemamerika og Vestafrika.
Det spænder over en rig variation af landskabstyper og jordbundsforhold, ofte bjergegne.
Med hensyn til jordkvaliteten findes b˚ade jordtyper som er udpinte, og frugtbare jorde i
dele af Sydøstasien.
Produktion Som regel er udbyttet meget lavt, skønt man i Mellemamerika har præsteret
et udbytte p˚a op til 3 ton/ha. Generelt er bønderne for fattige til at anskaffe gødning, og
ofte anvendes vekselbrug.
Begrænsninger Den største produktionshæmmende faktor i dette system er ukrudt,
der kan repræsentere 30 – 100 % af tabet af en afgrøde (International Rice Research
Institute, 2004). Landmændene har desuden sjældent r˚ad til ukrudtsmidler. Herudover
udgør sygdomme en alvorlig trussel. Mange steder er jorden desuden ufrugtbar p.g.a.
metalioner eller skadelige pH-værdier.
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4 Gener og rekombinant DNA-teknologi
Det genetiske materiale best˚ar af lineære polymere af nukleotider. Hvert nukleotid har
3 komponenter; en base, en pentose9 og en, to eller tre fosfat-grupper (Stryer et al.,
2001, s. 120). Basen er bundet til pentosens 1´ carbonatom. Enheder af base og pentose
kaldes nukleosider. Sammenkædningen af nukleosiderne sker ved, at fosfationerne danner
forbindelse fra en pentoses 3´-OH gruppe til den næstes pentoses 5´-OH gruppe (Stryer
et al., 2001, s. 119).
Figur 1: Nukleotidernes rummelige opbygning og sammenkædning medfører
at polymerene f˚ar en spiralform som drejer 36◦ pr. nukleotid - billede:
http://www.mun.ca/biology/scarr/4241F2 helix.jpg.
DNA (deoxyribonucleic acid) har kun H p˚a pentosens 2´-carbon (en deoxyribose). Dette
beskytter DNA yderligere mod hydrolyse (Stryer et al., 2001, s. 119). DNA best˚ar af 2
modsat rettede nukleotidkæder, som sammenholdes af komplementære baser. Baseparrene
dannes ved hydrogenbindinger mellem en purin – adenin (A) og guanin (G) – og en
pyrimidin – cytosin (C), thymin (T). Baserne parres hhv. A med T og G med C i DNA.
Da strukturen af DNA molekylet er meget stabilt, er det velegnet til opbevaring af den
genetiske kode.
RNA (ribonucleic acid) minder om DNA, men er enkelte kæder af nukleotider, som har
en OH-gruppe p˚a 2´ af pentosen (en ribose) (Stryer et al., 2001, s. 119).
I appendiks A er strukturformler for ribose, deoxyribose, DNA, RNA og fire af nuk-
leotiderne.
9Et sukkerstof med 5 kulstofatomer, fx ribose (RNA) eller deoxyribose (DNA).
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4.1 Den genetiske kode
Sekvensen af baser p˚a nukleotidkæden udgør den genetiske kode. Baserne er grupperet
i tripletter (et codon), der hver koder for en aminosyre, som proteiner samles af under
proteinsyntesen. Da fire forskellige baser giver 64 forskellige kombinations muligheder
i et codon, men da der kun er 20 forskellige aminosyrer, koder nogle codoner for den
samme aminosyre. N˚ar den genetiske kode skal oversættes til et protein, sker der først
en transskription, hvor DNA-strengen kopiere mRNA og dernæst en translation, hvor et
ribosom samles p˚a mRNA. Derefter dannes proteinet ud fra mRNA’s kode.
Hvert gen begynder med en sekvens som kaldes en promotor, og slutter med en sekvens
som kaldes en terminator (Stryer et al., 2001, s. 131). Genernes længde10 kan variere og
kan være blandet af kodende og ikke-kodende sekvenser kaldet henholdsvis introns (eng.
intervening regions) og exons (eng. expressed regions) (Stryer et al., 2001, s. 136). Det er
dog kun eukaryot DNA der har introns.
4.1.1 Transskription
Et protein syntetiseres ved at enzymet helicase først splitter DNA-strengene ved det gen
der koder for proteinet (Stryer et al., 2001, s. 125). RNA-nukleotider fra cytosolet kan
herefter danne hydrogenbindinger til baserne p˚a DNA-strengene, hvis baserne er komple-
mentære. Ved genets promotor starter enzymet RNA-polymerase sammenkædningen af
RNA-nukleotiderne. Dette sker i retningen 5´ til 3´, ved at der katalyseres dannelse af
fosfor-di-esterbindinger mellem nukleotiderne, indtil terminatoren n˚as. Herved dannes et
s˚akaldt mRNA (messenger RNA), som slipper DNA-strengen. mRNA-strenge som inde-
holder introns kaldes pre-mRNA. I cytoplasmaet bliver introns fjernet fra pre-mRNAe´t,
s˚a det kun indeholder sekvensen af exons, med de codon der definerer proteinet.
4.1.2 Translation
Translation er oversættelse af mRNA’et til protein. I cytosolet findes tRNA (transfer
RNA) og rRNA (ribosomal RNA), som medvirker ved translationen af mRNA. Forskellige
tRNA binder bestemte aminosyrer, afhængigt af deres codon.
Selve translationsprocessen begynder med at mRNAe´t bindes til et kompleks af IFe´r
(initiation factors) og rRNAe´ts lille del. Herefter bindes et tRNA med start-codonet til
det første triplet p˚a mRNA-strengen. Den store del af ribosomet tilføjes herefter, hvorved
IF’erne frigøres og sammensætningen af aminosyrerne kan begynde.
10Geners størrelse ma˚les i kb (kilobase) = 1000 baser p˚a enkelt-strenge eller basepar p˚a dobbelt-strenge
(Stryer et al., 2001, s. 129)
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Figur 2: (Venstre) Kompleks af mRNA, lille ribosom del og initiation factors. (Højre)
Samlet ribosom ved starten af proteinsyntesen. - billede: (Klug & Cummings, 1996, s.
305).
Den store del af et ribosom har to sites: P-site (peptidyl) og A-site (aminoacyl). Hvert site
kan holde et tRNA hvis codon komplementerer og danner hydrogenbindinger med baserne
i tripletten p˚a mRNA-strengen som er ud for sitet. I A-sitet bliver tRNA’et med den
næste aminosyre, som skal tilføjes til proteinet, placeret. Ribosomets peptidyl transferase
opretter herefter peptidbindinger mellem aminosyrerne fra tRNA’erne i A- og P-sitet.
Samtidigt brydes bindingerne mellem aminosyren og tRNA’et i P-sitet. Det resterende
tRNA i P-sitet frigøres, hvorefter mRNA’et og tRNA’et i A-sitet forskydes en tripplet
mod P-sitet. Proteinet har herved f˚aet en aminosyre tilføjet, og denne “elongeringsprocess”
kan gentages for hver tripplet p˚a mRNAe´t, indtil stop-sekvensen n˚as. I E. coli tager hver
elongation ca. 1/15 sek ved 37◦ C. Stop-sekvensen best˚ar af 1-3 trippletter som ikke koder
for aminosyrer, men initialiserer opbrydningen af ribosomet og skiller det dannede protein
fra det sidste tRNA i P-sitet (Klug & Cummings, 1996, s. 303).
Proteinsyntesen kan reguleres, hvilket vi kommer ind p˚a i afsnit 5.
4.2 Restriktionsenzymer og -sites
Restriktionsenzymerne har den egenskab, at de kan bryde fosfat-di-esterbindingerne mellem
bestemte nukleotider. Den sekvens af baser som restriktionsenzymerne reagerer med kaldes
restriktionssites. Baserne i de fleste restriktionssites er placeret s˚a sekvensen af baser
er palindromisk11. Derfor kan samme restriktionsenzym bryde begge nukleotidkæderne.
Afhængigt af, hvor langt inde i sitet enzymet bryder nukleotidkæden, kan bruddet f˚a en
asymmetri i længden af DNAe´ts to strenge.
Restriktionsenzymer navngives efter de organismer de er isoleret fra. I deres oprindelige
organisme har de til forma˚l at opbryde fremmed DNA. Organismens eget DNA brydes
11Dvs. ens p˚a hver streng i forhold til nukleotidkædens retning
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Tabel 1: Eksempel p˚a sitet som brydes af HaeIII - det tredje identificerede restriktionsen-
zym i Haemophilus aegyptius.
5´ G G C C 3´
3´ C C G G 5´
ikke af dens restriktionsenzymer, fordi dens tilsvarende restriktionssites er beskyttede af
methylgrupper.
I gensplejsning anvendes restriktionsenzymer til at klippe DNA i mindre stykker. Resul-
tatet heraf kaldes restriktionsfragmenter (Stryer et al., 2001, s. 144).
4.3 Agarose gelelektroforese af DNA
DNA’ets restriktionsfragmenter kan adskilles ved hjælp af agarose gelelektroforese. Re-
striktionsfragmenternes vandringslængde i gelens elektriske felt bestemmes af deres størrelse.
Fragmenternes placering i gelen kan herefter spores vha. radioaktivitet (autoradiografi)
eller hyppigst med ethidium bromid (fluorescens).
4.4 Southern Blotting
Fra gelen, hvor DNA restriktionsfragmenterne er adskilt ved elektroforese kan DNA-
fragmenterne overføres (blottes) til en nitrocellulosemembran, hvor de kan detekteres ved
forskellige metoder. Denne metode kan bruges b˚ade p˚a DNA og proteiner og benævnes
hhv. Southern Blotting og Western Blotting (vi vil kun komme ind p˚a Southern Blotting).
Ved Southern Blotting denatureres DNA’ets restriktionsfragmenter til enkeltstrenget DNA-
fragmenter, som s˚a overføres til nitrocellulosemembranen. Fragmenternes positioner p˚a ge-
len bevares under overførslen. De udsættes herefter for enkelt strengede DNA-fragmenter
med den radioaktive isotop 32P, ogs˚a kaldet en probe. Proben knyttes til de restriktions-
fragmenter man vil spore, fordi de har komplementære segmenter. Sporingen foretages
herefter vha. autoradiografi (Stryer et al., 2001, s. 145).
4.5 Polymerase Chain Reaction (PCR)
PCR er en teknik der bliver brugt indenfor genteknologi, til bla. at multiplicere DNA-
fragmenter. Ved denne teknik er det muligt at danne millionvis af kopier af et bestemt
DNA stykke indenfor et kort tidsinterval p˚a omkring et par timer. PCR-reaktionen forløber
over en 3 trins cyklus (se nedenfor). Hvis man starter med 1 stykke dsDNA, er mængden
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af DNA fragmenter efter n cykluser 2n stykker af dette DNA. Forøgelsen er s˚aledes en ca.
million gange efter 20 cykler og ca. en milliard gange efter 30 cykler (Stryer et al., 2001,
s.150 ).
PCR forløber ved en kædereaktion, som holdes i gang af polymeraser, der kan holde til
at blive opvarmet til 95◦C og har en optimal aktivitet ved 70-80◦C. Til amplifikation
af DNA bruges DNA Taq polymerase. Derudover anvendes primere, som er korte DNA-
stykker, der bindes til bestemte sekvenser af basepar. Primere afgrænser den sekvens,
man vil amplificere. Det er derfor nødvendigt, at primeren passer til baseparrene omkring
segmentet, som skal amplificeres. Det er dog ikke nødvendigt at kende selve indholdet
af segmentet der skal kopieres. (Stryer et al., 2001, s. 150). Endvidere skal der være en
blanding af alle nukleotider som indg˚ar i DNA.
PCR metoden udføres ved følgende 3 trin (Stryer et al., 2001, s. 150):
1. Adskillelse af DNA’ets strenge(denaturering). Man opvarmer sin blanding til 95◦C,
s˚a de to strenge i det oprindelige DNA molekyle adskilles.
2. Annealing af primere. Man nedkøler blandingen til 54◦C, s˚a primerne kan bindes til
deres komplementære omr˚ader af DNA strengene.
3. DNA syntese. Blandingen opvarmes til 72◦C (taq-enzymets optimale temperatur) i
s˚a lang tid, at taq-enzymet kan kopiere DNA mellem primerne. Herefter opvarmes
igen til 95◦C, og en ny cyklus begynder.
Efter 25 til 30 cykluser er der mange identiske DNA stykker. Man vil nu kunne detektere
DNA sekvenser efter elektroforese.
4.6 Restriktionsenzymer og DNA ligase
N˚ar man vil inkorporere et gen i et plasmid, er det afgørende, at donor-DNA’et skæres med
samme restriktionsenzym som ogs˚a plasmidet skæres med, ellers vil man ikke efterfølgende
kunne ligere DNA’et. N˚ar genet er blevet indsat, vil DNA ligasen katalysere en fosfor-
di-esterbinding og derved lappe “s˚aret”. Dermed har man skabt et rekombineret DNA-
molekyle. Metoden er meget effektiv, da nærmest et hvilket som helst gen kan sættes ind
i en hvilken som helst DNA kæde, s˚a længe de har restriktionsenzymet til fælles (Stryer
et al., 2001, s. 152).
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5 Regulering af genekspression og ABA stofskifte
De fleste gener udtrykkes i forhold til cellens behov, dvs. at de bliver reguleret. Genek-
spressionen reguleres ved at der enten foreg˚ar en induktion (aktivering) eller en repres-
sion (deaktivering) af genekspression. Hvis et gen ikke er reguleret, vil det udtrykkes hele
tiden (konstitutiv genekspression). Tit kan en celle have fordele af at flere gener udtrykkes
samtidigt, idet deres produkter samarbejder for at kunne klare en given opgave. Gener
syntetiseres samtidigt i et operon, ved at de har e´n fælles promotor og terminator, som
generne ligger mellem.
Vi vil i dette afsnit, som eksempel gennemg˚a reguleringen af genekspressionen af de tre
enzymer, der er nødvendige for optagelse og stofskifte af lactose. Ydermere beskriver vi
reguleringen af genekspression af plantehormonet abscisinsyre (ABA) under stresssitua-
tioner.
5.1 Lactoseoperon
Lactose er et disaccharid best˚aende af et galactosemolekyle og et glucosemolekyle. Disse to
monosaccharider er bundet sammen ved en 1,4-β-galactosidbinding (Moe & Munksgaard,
1991, s. 118). Lactoseoperon, ogs˚a kaldet lac-operon, er den del af E. coli bakteriens DNA,
som koder for de enzymer der katalyserer lactose-stofskiftet, dvs. de enzymer der hjælper
til med at f˚a udført optagelse og nedbrydning af lactose (Moe & Munksgaard, 1991, s.
242).
Lac-operonet har tre gener, lac-z (β-galactosidase), lac-y (galactosid-permease) og lac-a
(thiogalactosid-trans-acetylase), som koder for de enzymer som operonet har til hensigt
at danne, enzymernes navne er angivet i parenteserne. Lac-z enzymet (β-galactosidase)
sørger for nedbrydning af lactose til galactose og glucose, lac-y enzymet (galactosidper-
mease) sørger for optagelsen af lactose ind i cellen og lac-z enzymet (thiogalactosid-trans-
acetylase) menes at ændre giftigt galactosid til en form, der letter fjernelsen fra cellen
(Nelson & Cox, 2004, s. 1085).
Derudover best˚ar Lac-operonet af 3 andre hovedkomponenter (jf. figur 3):
• Promoterregion P, som udgør startstedet for transskriptionen og støder op til
operatoren O.
• Operatorgen O, som er bundet p˚a 5´ siden af de 3 gener (lac-z, lac-y og lac-a) og
indg˚ar i reguleringen af systemet.
• Repressive proteiner, som er et produkt fra et regulatorisk gen, som styres fra
sin egen promoter. De repressive proteiner indg˚ar i reguleringen af lac-operon.
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Figur 3: Struktur af lac-operon: promotorregionen P, operatorgenet O, generne lac-z, lac-y
og lac-a samt terminatoren T.
Reguleringen af lac-operonet best˚ar af to dele, en repression og en induktion:
5.1.1 Repression
Ved repression sker der ingen syntese af enzymerne i lac-operonet. Det foreg˚ar ved, at
et repressorgen syntetiserer et repressorprotein, som derefter binder sig til operator-
genet O. Dette medfører, at promotoren ikke kan fungere og dermed heller ikke oper-
onet, da transskriptionen af mRNA, som skulle inducere proteinsyntesen af enzymerne
β-galactosidase, galactosid permease og thiogalactosid transacetylase, ikke forløber (Moe
& Munksgaard, 1991, s. 242-243).
5.1.2 Induktion
Ved induktion kan repressorproteinet ikke binde sig til operatorgenet, da det i stedet
bindes til den overskydende lactose, hvilket medfører at lac-z, lac-y og lac-a syntetiseres.
Denne regulering af lac-operon bevirker, at der ved mangel p˚a lactose ikke vil forløbe
induktion og lactosen vil ikke blive omdannet til galactose og glucose. N˚ar der er rigeligt
med lactose, vil transskriptionen/translationen af lac-z, lac-y og lac-a derimod kunne
forløbe (Moe & Munksgaard, 1991, s. 242-243).
5.2 Abscisinsyre (ABA)
Trehalosesyntesen i Cornell forskerholdets transgenetiske ris (Garg et al., 2002) er under
regulering af en ABA-inducerbar promotor (jf. afsnit 7). Vi vil derfor kort omtale ABA
og ABA stofskiftet.
Plantehormonet ABA er en svag syre som indeholder 15 C atomer (jf. figur 4). Det
aktiveres under stresssituationer (fx tørke), og signalerer til alle dele af planten om at
foretage et modtræk. Desuden har det vist sig, at ABA styrer og regulerer aspekter for
plantens vækst og udvikling, samt embryonets udvikling, spiring og celledeling (Djurhuus,
2004).
Der er fundet en øget mængde ABA i planter der var udsat for tørke, høje saltkoncen-
trationer eller frost. ABA virker ved at det fremmer hviletilstanden i frø og knopper,
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Figur 4: Strukturformlen for ABA - billede: http://cbr-rbc.nrc-cnrc.gc.ca/abscisicacid/.
s˚aledes at de kan klare stresssituationer. Hviletilstanden fremmes ved, at ABA virker an-
tagonistisk12 p˚a den gibberillin inducerede syntese af enzymet α-amylase. Gibberellinierne
inducerer α-amylasegenet, som nedbryder stivelsen til glucose i endospermen, som bliver
udnyttet af frøkimet. I det ABA hæmmer denne proces, undg˚as stimuleringen af blom-
string og frøspiring (Jensen, 2004).
ABA har den funktion, at det øger væksten af rødderne og hæmmer væksten af skuddene,
hvilket er yderst hensigtsmæssigt ved stress, fx tørke. Eftersom rødderne vokser, vil de
kunne opfange mere vand, da rødderne har en større overflade. Skuddenes vækst standses
og planten skal s˚aledes ikke bruge energi og vandressourcer p˚a vækst af skuddene. Deru-
dover f˚ar ABA ved tørke bladenes spalte˚abninger til at lukke sig, s˚a der afgives minimale
vandmængder fra planten. Mekanismen er yderst betydningsfuld for plantens overlevelse
og reproduktion under stresssituationer. I tørkestressede situationer kan ABA koncentra-
tionen stige med 50% indenfor 4 til 8 timer, ved vanding vil ABA falde til den oprindelige
koncentration p˚a 1 time (Buchanan et al., 2000, s. 542).
5.3 ABA stofskifte
Der er stadig elementer af ABA stofskiftet, som man ikke har afdækket (Culter & Krochko,
1999; Finkelstein & Rock, 2002). Man ved, at ABA bliver syntetiseret under fx tørkestress,
men man har kun svage indikationer om, hvordan planten opfatter tørkestress og iværk-
sætter syntensen af ABA (Kirch et al., 2002). Man kender dog ABA syntensen udfra en
række komplekse omdannelser i plastiderne. I plastiderne omdannes carotenoidet zeax-
anthin til xanthoxin. Xanthoxin omdannes derefter til AB-Aldehyd i cytoplasmaet, og
dernæst videre til (+)-ABA (jf. figur 5). Der er dog ogs˚a andre ma˚der, (+)-ABA kan blive
syntetiseret p˚a, men dette er den primære.
Der er flere ma˚der hvorp˚a ABA bliver nedbrudt. Den mest dominerende rute er ned-
brydningen af ABA i cytosolen, hvor ABA selv inducerer enzymet 8´-hydroxylase der
omdanner (+)-ABA til 8´-hydroxy ABA og videre til (-)-phaseic syre. Disse to produk-
12Modsat rettet effekt
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Figur 5: Grafisk fremstilling af ABA stofskiftet.
ter fra (+)-ABA, ligger s˚a tæt kemisk p˚a (+)-ABA, at de har den samme virkning og
funktion. Udover den beskrevne degradation af ABA er der ogs˚a andre oxidative samt
reduktive veje for nedbrydningen (Culter & Krochko, 1999).
ABA ophobes passivt i cellen, da det er membran gennemtrængelig i protoneret form13.
Der vil s˚aledes være (+)-ABA, som strømmer ind i cytosolen, samt noget som strømmer
ud gennem plasmamembranen. Vakuolen i cytoplasmaet fungerer som et oplagringssted
for de stoffer, som har reageret videre fra ABA, og som ikke skal bruges til noget med
henblik p˚a stresstolerance for planten (Culter & Krochko, 1999).
13Dvs. ABA i protoneret form har en OH-gruppe og er ladningsneutral, i modsætningen til at ABA i
deprotoneret form har en O− og en fri H+ ion.
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6 Trehalose
Trehalose er et ikke-reducerende disaccharid. Dette betyder, at de to aldehydgrupper
ikke kan oxideres til carboxylsyre og s˚aledes er inaktive. Trehalose er sammensat af to
glukosemolekyler som vist p˚a figur 6.
Figur 6: Trehalosemolekylet har bruttoformlen C12H22O11 - billede:
http://www.biosite.dk/staabi/trehalose.htm
De to glukosemolekyler er bundet ved en α,α-1,1-glycosidbinding. Der er tre mulige
anomereriske positioner14 af trehalose: α,α-trehalose, β,β-isotrehalose og α,β-neotrehalose,
hvoraf det kun er α,α-trehalose der er blevet isoleret fra levende organismer. Det er kun
lykkedes at syntetisere α,β-neotrehalose kunstigt (Elbein et al., 2003).
Trehalose forekommer i b˚ade planter og insekter. I insekter findes det i deres cirkulerende
væske (hæmolymfe), hvor det menes at være en energikilde brugt til særligt krævende
arbejde, eksempelvis flyvning (Elbein et al., 2003). Derudover har undersøgelser vist, at
trehalose bevirker, at bl.a. bakterier f˚ar større resistens overfor forskellige typer af stress.
Tørkeresistens er bl.a. gennem forsøg konstateret hos bakterier der tørres ved tilsætning
af trehalose. Sucrose, som ophobes naturligt i mange planter (Wingler, 2002), blev ogs˚a
undersøgt, og de p˚agældende bakterier (E. coli og B. thuringiensis), viste her ogs˚a en
øget tørkeresistens. Denne var dog ca. 25% mindre end tørkeresistensen konstateret ved
forekomst af trehalose. Tørkeresistensen blev i ovenst˚aende forsøg ma˚lt ved frysetørring
(Leslie et al., 1995).
Trehalose forekommer ikke i nævneværdig grad i andre planter end Saccharomyces cere-
visiae (eng. resurrection plants). Der er alligevel konstateret trehalose i mange planter
brugt inden for bl.a. landbrug, dog i meget sma˚ koncentrationer, hvilket indikerer en høj
trehalase15 aktivitet. Dette bekræftiges af undersøgelser af dannelsen trehalase i planter.
Undersøgelserne har vist, at planten vil ophobe en betragtelig koncentration af trehalose,
s˚afremt dannelsen af trehalase hæmmes (Leslie et al., 1995).
14De elektronegative axial beliggende (sidder vinkelret p˚a ringen) substituenter er lige s˚a, eller mere,
stabile i denne.
15Enzym der nedbryder trehalose.
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6.1 Stabilisering af biologiske systemer
Ved frysetørring kan biologiske systemer ændres og s˚aledes blive beskadiget p˚a to ma˚der.
Disse er ændring af membranlipidernes tilstand og ændring af proteinstrukturen.
6.1.1 Stabilisering af membraner
Alle celler er omsluttet af en membran. Membraner best˚ar af en dobbeltlagsstruktur af
polære lipider som fosfolipider og glycolipider. I membranen er der indlejret forskellige
proteiner, som groft kan inddeles i integrerede membranproteiner (de er enten nedsænkede
eller helt gennemg˚aende i membranen) eller i perifere membranproteiner, som er løst
bundet til membranstrukturen. De gennemg˚aende membranproteiner kan ogs˚a benævnes
transmembranproteiner og har hovedsageligt til opgave at transportere kemikalier henover
membranen. Sammensætningen af proteiner er s˚aledes afhængig af den givne membrans
funktion.
Ændring af membranlipidernes tilstand forekommer, s˚afremt vandet i membranen fras-
paltes. Dette vil medføre at acylkæderne pakkes tættere, hvilket i sidste ende vil medføre
stor sandsynlighed for at VWI (eng. Van der Waals interactions) vil øge molekyleden-
siteten. S˚aledes vil membranens tilstandsfase ændres fra flydende til fast fase (gel fase).
Ved rehydrering vil membranens tilstand igen ændres fra fast til flydende. Ved denne
gendannelse er der p˚a grund af VWI skabt en fejlagtig struktur af acylkæderne imellem,
hvilket medfører, at membranen ofte vil ende med at være utæt. S˚afremt trehalose er
tilstede ved tørringen, vil det g˚a ind og erstatte de fraspaltede vandmolekyler. Dette vil
forhindre den uhensigtsmæssige tætpakkede struktur, der er a˚rsag til defekte membraner
ved rehydrering (Leslie et al., 1995).
6.1.2 Stabilisering af proteiner
Et protein er et langt uforgrenet makromolekyle, best˚aende af en lang række aminosyrer.
Aminosyrerne er bundet gennem peptidbindinger. En peptidbinding er en kovalent bind-
ing mellem den ene aminosyres aminogruppe og den andens carboxylsyregruppe. Disse
danner s˚aledes en polypeptidgruppe. Denne kan best˚a af mange forskellige aminosyrer,
og kan ligeledes foldes forskelligt, hvorved proteinet kan f˚a mange forskellige funktioner.
Sammensætningen af aminosyrer er bestemt ud fra et kodende gen.
Syntesen af proteiner foreg˚ar p˚a ribosomerne, og der kan efter syntesen godt ske kemiske
ændringer med proteinet. Eksempelvis kan visse fedtsyrer bindes kovalent, eller der kan
ske en addering af for eksempel methyl. I proteiner g˚ar trehalose ind og danner hydrogen-
bindinger, idet vandet fraspaltes. Herved undg˚as en ændring af proteinstrukturen.
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6.2 Syntesen af trehalose
Man har kendskab til tre forskellige ma˚der, hvorp˚a syntesen af trehalose forløber. Den
mest undersøgte er syntesen af α,α-trehalose, hvori enzymerne trehalose-6-fosfat syntase
(TPS) og trehalose-6-fosfat fosfatase (TPP) indg˚ar. Eftersom det er denne proces, der har
relevans for vores projekt, er det netop denne vi vil gennemg˚a.
Figur 7: Grafisk fremstilling af trehalose syntesen - billede: (Penna, 2003).
Som vist p˚a figur 7 syntetiseres trehalose af molekylerne UDP-glukose og glukose-6-fosfat.
UDP-glukose er et glukosemolekyle bundet til et uridin-di-fosfatmolekyle (UDP). UDP-
molekylet fungerer som et koenzym16 til syntesen af trehalose. UDP-glukose og glukose-
6-fosfat bindes vha. enzymet TPS under udskilning af UDP-molekylet. Efterfølgende ud-
skilles fosfatdelen ved hjælp af enzymet trehalose-6-fosfat fosfatase (TPP), s˚aledes at der
kun er det frie trehalosemolekyle tilbage (Ganced & Flores, 2004).
Det sidste trin p˚a figur 7 viser hvordan enzymet trehalase katalyserer spaltningen af
trehalosemolekylet til to glukosemolekyler.
16En biologisk katalalysator som visse enzymer skal bruge til at frembringe reaktioner
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Vi vil i dette afsnit beskæftige os med gensplejsning ved hjælp af jordbakterier. Det
er denne metode, forskerholdet fra Cornell University har anvendt til at konstruere en
stresstolerant transgenetisk rissort. Der findes to andre hyppigt anvendte metoder til
genmodificering af planter, som vi mener kort bør nævnes her: 1) Elektroporation, hvor
man først fjerner cellulosevæggen fra plantecellen med cellulase. Herefter udsættes cellen
for elektriske impulser, som derved gør membranen gennemtrængelig for større molekyler
som DNA. 2) Genkanon, hvor man indkapsler guld eller tungsten partikler i DNA og
skyder partiklerne ind i cellen. Begge metoder er beskrevet i (Stryer et al., 2001, s. 163).
Det lykkedes forskerholdet fra Cornell University at genmodificere en risplante og f˚a den
til at akkumulere 3-10 gange s˚a meget trehalose som dens ikke-genmodificerede mod-
part (Garg et al., 2002). Den genmodificerede risplante udviste større vækst, færre foto-
oxidative17 skader og bedre mineralbalance under salt-, tørke- og kuldestress. Metoden
de brugte, var at anvende jordbakterien, Agrobacterium tumefaciens, til at indsætte et
fusionsgen18, som koder for TPS og TPP (jf. afsnit 6.2). De lavede to forskellige typer
af den genmodificerede ris, hvor den eneste forskel var promotoren til fusionsgenet, for
derved at teste en vævsspecifik og en stress-afhængig promotor.
7.1 Agrobacterium tumefaciens
Som omtalt ovenfor, overføres fusionsgenet til risplanten vha. jordbakterien A. tumefa-
ciens. Bakterien inficerer s˚aret plantevæv, og overfører noget af sit eget DNA til planten
vha. store19 tumor-inducerende plasmider, kaldet Ti plasmider. Det er derfor nærliggende
at erstatte de gener, som A. tumefaciens overfører til planten, med de transgener der
ønskes overført.
Det er en lille20 region af Ti plasmiderne kaldet T-DNA (eng. transferred DNA), der bliver
indsat et tilfældigt sted i et af plantecellens kromosomer (jf. figur 8). T-DNA regionen
best˚ar af gener med promotor, der kan læses af plantens transskriptions/translationssystem.
Integreret i plantens genom, koder T-DNA regionen for enzymer der syntetiserer (Nelson
& Cox, 2004, s. 330-332):
• Plantehormoner (auxiner og cytokininer) der f˚ar de inficerede planteceller til at
danne krongalle21 kræft. Auxiner stimulerer plantevækst ved at medvirke til drejning
17Oxidative skader p˚a molekyler som er betinget af lys.
18Et gen sammensat af flere individuelle gener. Fusiongenet er beskrevet i afsnit 7.2.
19200 kb (Nelson & Cox, 2004, s. 330)
2023 kb (Nelson & Cox, 2004, s. 330)
21Eng. Crown Gall disease – kaldes b˚ade krongalle og rodhalsgalle p˚a dansk.
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af planten mod lyset og cytokininer fremmer celledeling (Taiz & Zeiger, 2002, kap.
19 og 21).
• Opiner, en gruppe af usædvanlige aminosyrer (fx nopalin og octopin, jf. appendiks
A.4 for deres kemiske strukturformler), der bliver produceret i kræftcellerne og
bagefter udskilles til omgivelserne. I Ti plasmiderne er der gener, der koder for en-
zymer til omdannelse af opiner, hvorved opinerne kommer til at fungere som kulstof-
og kvælstofkilder for A. tumefaciens og ingen andre.
Figur 8: Ti plasmid med vir generne og T-DNA regionen afgrænset af to næsten ens
sekvenser (RB og LB).
7.1.1 Ti plasmider og T-DNA
Overførslen af T-DNA regionen til plantens genom afhænger kun af to næsten ens 25
bp sekvenser, der fungerer som venstre (LB - eng. left border) og højre (RB - eng. right
border) grænse i T-DNA regionen. Man kan derfor, ved at erstatte generne mellem RB og
LB, f˚a overført fremmede gener til planten (andre end de oprindelige i T-DNA regionen).
Man undg˚ar derved bl.a., at planten danner kræftvæv, eftersom generne mellem RB og
LB, der koder for det, bliver fjernet fra T-DNA regionen (Kingsman & Kingsman, 1988,
s. 201-209). De Ti plasmider som har f˚aet fjernet de normale gener i T-DNA regionen
kaldes ogs˚a desarmerede Ti plasmider (eng. disarmed Ti plasmid).
Udover T-DNA regionen samt generne for omdannelsen af opinerne, indeholder Ti plas-
miderne ogs˚a virulens (vir) gener, som er essentielle for at bakterien kan overføre T-DNA
regionen (jf. figur 8). Ti plasmiderne er imidlertid s˚a store, at der ikke er nogle unikke re-
striktionssites, og det er derfor besværligt at indsætte fremmede gener i T-DNA regionen.
Heldigvis kan de to hovedkomponenter, T-DNA og vir regionen, være i hver deres plas-
mid (Hellens et al., 2000). Problemet løses derfor ved at anvende et binært-vektorsystem
best˚aende af to plasmider som indsættes i A. tumefaciens :
• Et desarmeret hjælper Ti plasmid indeholdende vir regionen men uden T-DNA
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regionen.
• Et donorplasmid indeholdende T-DNA regionen med det fremmede gen, der
ønskes overført til planten mellem RB og LB. Eftersom det er lettere at arbejde
med donorplasmidet i E. coli, bruger man ofte et donorplasmid fra E. coli, der kan
formeres i b˚ade E. coli og A. tumefaciens. Da det er meget lille indeholder det ogs˚a
de nødvendige unikke restriktionssites.
T-DNA regionen overføres som en enkelt streng startende fra RB22, hvilket medfører, at
det er ret væsentligt at ekspressionskassetten23 kommer lige efter RB. Derved sikrer man,
at planter der kan udtrykke selektionskassetten, ogs˚a har f˚aet overført ekspressionskasset-
ten, da denne overføres først (Kingsman & Kingsman, 1988, s. 206 & 213). Vi kommer
nærmere ind p˚a ekspressions- og selektionskassette i afsnit 7.2.
7.1.2 Overførslen af T-DNA til planteceller
Normalt inficerer A. tumefaciens kun to-kims planter. Man har dog designet ‘super-
binære’ vektorsystemer, som har spillet en væsentlig rolle for udviklingen af teknologien
til genmodificering af et-kims planter som fx ris (Komari et al., 1996). Den største forskel
fra beskrivelsen af det binære-vektorsystem i ovenst˚aende afsnit er, at det desarmerede
hjælper Ti plasmid har nogle af vir generne fra en bestemt stamme af A. tumefaciens,
som er kendt for at være yderst effektiv til at overføre T-DNA regionen. N˚ar man har
f˚aet indsat det ‘super-binære’ vektorsystem i A. tumefaciens, er næste skridt at dyrke den
sammen med s˚arvæv fra planten (callus).
Callus er planteceller, som endnu ikke udtrykker specifikke gener og vokser derfor som
en blomk˚alslignende klump. Ved en høj koncentrationen af plantehormoner i mediet som
calliet dyrkes p˚a, kan man f˚a calliet til at regenerere til planter. Dette udnytter man,
ved først at dyrke callus fra risplanten sammen med A. tumefaciens, hvorved T-DNA
fra A. tumefaciens bliver integreret i plantens genom. Imidlertid er det ikke alle celler i
calliet der bliver inficeret og f˚ar overført T-DNA regionen. Man indsætter derfor normalt
en selektionskassette i T-DNA regionen, med gener som koder for fx herbicidresistens.
Derefter kan man dyrke calliet i flere cyklusser p˚a et selektionsmedie indholdende et
herbicid, hvorved tilsidst kun celler med selektionskassetten vil overleve (Garg et al.,
2002).
22Bemærk at RB sidder p˚a 5´ siden af T-DNA’et, jf. figur 9.
23T-DNA best˚ar normalt af en ekpressionskassette og en seleketionskassette. Ekpressionskassetten
bruges til at udtrykke det gen man ønsker overført til planten. Selektionskassetten er en nem m˚ade
at udvælge de celler der f˚ar overført genet ved fx at udtrykke herbicidresistens i selektionskassetten (jf.
afsnit 7.2).
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7.2 Konstruktion Ti plasmider
Cornell forskerholdet konstruerede to donorplasmider, pSB109-TPSP og pSB-RTSP vha.
standard kloning- og plasmidmanipuleringsmetoder (jf. afsnit 4.6) til indsættelse i A.
tumefaciens. Komponenterne, der blev indsat i T-DNA regionen, bestod for begge plas-
miders vedkommende af en ekspressionskassette og selektionskassette, der bruges til hhv.
at udtrykke TPSP fusionsgenet og at udvælge transformerede celler. Den eneste forskel
p˚a pSB109-TPSP og pSB-RTSP er, at promotoren til ekspressionskassetten er forskellig.
P˚a figur 9 ses T-DNA regionen for de to plasmider. Nedenfor er de enkelte komponenter
beskrevet.
Figur 9: T-DNA regionen i de to plasmider pSB109-TPSP og pSB-RTSP. A) Ekspression-
skassetten best˚ar af ABA promotoren, TPSP fusionsgenet og 3´ enden af pinII genet. B)
Ekspressionskassetten best˚ar af rbcS promotoren, TPSP fusionsgenet og 3´ enden af pinII
genet. Selektionskassetten best˚ar for begge plasmiders vedkommende af 35S promotoren,
bar genet og 3´ enden af nos genet. HindIII er et unikt restriktionssite - billede: (Garg
et al., 2002).
ABA (stressafhængig ekspressionspromotor) fungerer som stressafhængig eks-
pressionspromotor for TPSP fusionsgenet i pSB109-TPSP. Den udtrykkes, n˚ar planten
producerer ABA i stresssituationer (jf. afsnit 5.3), og har vist sig hovedsageligt kun at
blive udtrykt i blade og rødder (Su et al., 1998).
Man har tidligere forsøgt at genmodificere fx tobaksplanter og kartofler til øget trehalose
produktion, men med en konstitutiv promotor (jf. afsnit 5) hvilket medførte bl.a. hæmmet
vækst. Dette skyldes, at overproduktion af trehalose kræver ekstra energi fra planten, som
ellers kunne være brugt andetsteds (Su et al., 1998; Garg et al., 2002). Ved at bruge en
stressafhængig promotor til TPSP fusionsgenet, opn˚ar man netop kun en kraftig geneks-
pression under stresssituationer.
Selve promotoren best˚ar af tre dele i nævnte rækkefølge :
• (ABRC1) fire ABA inducerbare elementer fra HVA22 genet fra byg.
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• Minimal promotor fra Act1 genet fra ris.
• HVA22 intron.
Grunden til, at netop denne sammensætning bruges, er at man ved tidligere undersøgelser
af forskellige konstruktioner, har fundet denne til at være den meste effektive. Fx øges
genekspressionen ca. 4 gange ved at bruge fire ABA inducerbare elementer istedet for e´t.
Ydermere har man fundet, at ABRC1 er meget følsom overfor ændringer i koncentrationen
af ABA, og kan induceres indenfor 40 minutter (Su et al., 1998).
rbcS (vævsspecifik ekpressionspromotor) er promotordelen af Rubisco small sub-
unit genet rbcS og fungerer som ekspressionspromotor for TPSP fusionsgenet i pSB-RTSP
plasmidet. Denne promotor induceres af lys og bidrager til høj ekspression af fremmede
gener. Ydermere har den vist sig at være yderst vævsspecifik, da den i risplanter kun
udtrykkes i mesophylceller i bladene (Kyozuka et al., 1993).
Dette betyder, at TPSP fusionsgenet ikke udtrykkes i selve riskornene! Derved bliver der
ikke akkumuleret trehalose i selve riskornene, hvilket ma˚ske ville kunne p˚avirke fx smagen
af riskornene.
Transit peptid-gen koder for et chloroplastrettet transit peptid. N˚ar TPSP enzymet
bliver syntetiseret, dannes først et precursor protein i cytoplasma med transit peptidet p˚a
5´ enden af precursor proteinet. Proteinet skal dernæst over i en cholorplast, hvor selve
TPSP enzymet bliver opbygget. Transit peptidet sørger for, at precursor proteinet bliver
ført over til en chloroplast og lettere kan passere chloroplastmembranen, hvorefter det
bliver klippet af (Taiz & Zeiger, 2002, s. 139).
TPSP (fusionsgen) Fusionsgenet koder for TPS/TPP (TPSP) og blev fusioneret af de
to gener otsA og otsB fra bakterien E. coli. De to gener koder for hhv. TPS samt TPP og
blev fusioneret ved først at fjerne stop codonet p˚a otsA vha. PCR (jf. afsnit 4.5). Grunden
til, at man valgte at indsætte TPSP fusionsgenet var, at tidligere undersøgelser viste, at
ekspressionen af begge gener som en enhed brugte mindre energi end ekspressionen af
otsA og otsB hver for sig. Ekspressionen som en enhed udmønter sig derfor i sidste ende
i øget trehalose produktion (Seo et al., 2000).
3´ pinII (ekspressionsterminator) er 3´ enden af pinII genet (et protease24-hæmmende
gen), og fungerer som terminator for TPSP fusionsgenet. Det bliver brugt, fordi det har
24Protease er et proteinnedbrydende enzym.
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vist sig at sikre en bedre og højere genekspressionen ved at øge mRNA stabiliteten efter
transskriptionen (An et al., 1989).
35S (selektionspromotor) er 35S bromk˚alsmosaik virus (eng. cauliflower mosaic virus)
promotoren (CaMV 35S). Den er ideel som promotor for selektionskassetten fordi den
er konstitutiv og udtrykkes yderst effektivt i alle udviklingsstadier i stort set alle dele
af planten. Derved sikre man et højt ekspressionsniveau af selektionsmarkøren (Powell,
1999). CaMV 35S promotoren har været anvendt meget lige siden de første transgenetiske
planter, men har ogs˚a været genstand for megen kritik fra GMO-negative forskere (Stein-
brecher, 2002; Latham & Steinbrecher, 2004).
Selve CaMV virusen er meget almindelig og findes overalt i verden, hvor der er modtagelige
afgrøder, og findes derfor ogs˚a i mad fra disse afgrøder. Kritikken g˚ar p˚a, at der pga.
rekombination er risiko for at der dannes nye vira, som f˚ar overført fx bar genet (se
nedenfor).
bar (selektionsmakør) er et fosfinothricin acetyl transferase gen, der koder for et pro-
tein/enzym, der kan afgifte fosfinothricin-baserede ukrudtsmiddler (fx det kommercielle
BastaTM). Dette genprodukt bruges som selektionsmakør, s˚aledes at kun celler der har
f˚aet overført genet, kan vokse i et selektionsmedie med fosfinothricin. Senere udsætter
man ogs˚a de voksne risplanter for BastaTM (Jang et al., 2003).
Det kan umiddelbart virke afskrækkende ogs˚a at gøre risplanterne herbicidresistente. Imi-
dlertid er dette kun en modelplante, og metoden anvendes ofte, da det er væsentligt
lettere/hurtigere at bruge denne type selektionsmakør end fx at udvælge transformerede
celler vha. screening. Planten skal alts˚a først videreudvikles og gennem omfattende tests,
inden den kan bruges i kommercielt øjemed. Derfor vil den endelige plante formentlig ikke
indeholde selektionskassetten.
3´ nos (selektionsterminator) er 3´ enden af nos genet og fungerer som termina-
tor for selektionskassetten. nos genet koder for syntesen af nopalin der er en opin (jf.
afsnit 7.1), og genet er naturligt forekommende i Ti plasmiderne for visse stamme af A.
tumefaciens.
HindIII (restriktionssite) er et unikt restriktionssite. Derved kan man senere isolere
DNA fra voksne risplanter og skære det med HindIII restriktionsenzymet for at kunne
bevise, at TPSP fusionsgenet rent faktisk er blevet overført til risplantens genom (jf. afsnit
4.4).
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Trehalose forekommer sjældent i menneskelige fødevarer. Disaccharidet findes i adskillige
dyr og organismer, men i Europa er sukkerets eneste naturlige adgang til den menneskelige
krop indtagelse af unge svampe (Gudmand-Høyer et al., 1988). Disse kan indeholde op
til 17 % trehalose (Elbein et al., 2003). Desuden har trehalose p˚a europæisk plan været
tilladt som levnedsmiddelingrediens siden 2001 (Ministeriet for Fødevarer, Landbrug og
Fiskeri, 2001). I Australien og USA, hvor trehalose længe har været brugt som additiv til
fødevarer, har man lavet statistik over den daglige indtagelse. Niveauet pr. individ ligger
her mellem 6.5 og 16 gram/dag (Abbott & Chen, 2004).
Insekter og svampes høje koncentration af trehalose kan i urtiden tænkes af have været
kilde til en større del af menneskets sukkerindtagelse. Selv den dag i dag, forekommer
trehalose stadigvæk hyppigt i visse folkeslags kostvaner.
Trehalose smager ca. halvt s˚a sødt som almindelig saccharose (roe- eller rørsukker). Et
japansk smagspanel vurderede sødeeffekten til at være 45% af sukkers, til gengæld opleves
en længere eftersmag (Richards et al., 2002). Samme panel foretrak smagen af trehalose
frem for almindeligt sukker.
8.1 Fordøjelse
Trehalose optages i den menneskelige organisme p˚a samme ma˚de som alle andre disac-
charider – ved nedbrydelse til monosaccharider. Nedbrydningen katalyseres af enzymer,
der findes p˚a nogle sma˚ organeller beliggende p˚a ydersiden af tyndtarmscellerne. Disse or-
ganeller minder mest om en slags fimreh˚ar og g˚ar under betegnelsen mikrovillier (jf. figur
10). Grundet mikrovilliernes form, øges tyndtarmens overfladeareal til 300 m2. Det store
overfladeareal er grundlaget for en særdeles effektiv optagelse af næringsstoffer. Enzymet
der nedbryder trehalose hedder trehalase og er nødvendigt for fordøjelse af sukkeret, p˚a
samme m˚ade som lactase er nødvendigt for fordøjelse af laktose25 og dermed mælk. Man-
gel p˚a lactase er et syndrom mange mennesker lider af. Fra naturens h˚and er man udstyret
med lactase n˚ar man er spæd til fordøjelse af modermælken, men produktionen af enzymet
stopper i visse tilfælde med alderen, n˚ar kostvanerne ændres. De fleste mejeriprodukter vil
i s˚a fald medføre mavesmerter eller diarre´, om end ost synes at være lettere fordøjeligt p˚a
grund af det væsentlig lavere laktoseindhold. Syrnede og upastoriserede mælkeprodukter
er ligeledes lettere fordøjelige, da bakteriekulturerne udvikler lactase (Gudmand-Høyer
et al., 1988).
Langt færre problemer er for˚arsaget af mangel p˚a trehalase, ikke mindst fordi trehalose
25Mælkesukker
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Figur 10: Tværsnit af tyndtarmen hvor trehalase aktivitet forekommer p˚a mikrovillierne
- billede: http://www.biosite.dk/staabi/tyndtarmen.htm
sjældent indtages i større kvantiteter, men ogs˚a fordi mangel p˚a enzymet er yderst sjælden
i Europa. Der har hidtil kun været tre kendte tilfælde af trehalase mangel (Gudmand-
Høyer et al., 1988), men man antager dog at en rate p˚a 2% af befolkningen lider af
syndromet. Visse studier viser endda, at gennemsnitsmennesket gennem hele livet har
tre- til fire gange større trehalaseaktivitet i tarmsystemet end nødvendigt (Richards et al.,
2002). Dette er ogs˚a grunden til, at sukkeret er blevet tilladt som levnedsmiddelingrediens
i EU:
“Der er ikke tale om alvorlige sundhedsmæssige konsekvenser, men mulighed for en øget
anvendelse af trehalose i en række produkter vil medføre en øget risiko for den del af
befolkningen, som ikke kan omsætte trehalose.” (Ministeriet for Fødevarer, Landbrug og
Fiskeri, 2001)
Et forsøg er blevet udført p˚a 20 kvindelige studerende, for at bestemme en grænseværdi for
diarre´fremkaldende indtagelse af trehalose (Richards et al., 2002). Resultatet blev ansl˚aet
til at ligge omkring 0,65 g/kg kropsvægt, svarende til ca. 33 g pr. individ – en mængde,
man kun med stort besvær kan indtage gennem normal kost.
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8.2 Intolerance overfor trehalose
Symptomerne p˚a intolerance overfor trehalose minder om andre disaccharidintolerancer:
luft i maven, smerter og diarre´. Den mest udbredte intolerance overfor trehalose findes
blandt grønlænderne, hvor mindst 8% synes at være overfølsomme overfor sukkeret (Gudmand-
Høyer et al., 1988). Man har ingen forklaring p˚a dette fænomen, eftersom befolkningen
langt tilbage i historien har haft liges˚a hyppige trehaloseforekomster i deres føde som
resten af europæerne. Selv i dag er maden stort set den samme – selv svampe er tilgæn-
gelige blandt fødevarerne og synes ikke at volde problemer. Grønland synes at lide af en
generel intolerance overfor disaccharider, en teori der stemmer overens med 60% lakto-
seintolerance (Gudmand-Høyer et al., 1988) i befolkningen.
Etnografisk set er grønlændere knyttet til Asien, da de er af mongoloid herkomst. Sydøst
Asien er kendetegnet ved næsten 100% laktoseintolerance, hvilket rejser et endnu uafklaret
spørgsma˚l om deres forhold til trehalose. Utallige forsøg er foretaget med forskellige racer
og nationaliteter, men ingen sammenhæng er blevet klart p˚avist mellem trehalasemangel
og herkomst (Richards et al., 2002). Dog er der større tendens til fordøjelsesproblemer
blandt japanere, hvorimod afroamerikanere og kaukasere synes at optage sukkeret bedre.
Noget kunne tyde p˚a inkonsistente metoder til ma˚ling af trehaloseoptagelse. Denne ide´
understøttes af et andet forsøg hvori 19 forsøgsindivider deltog (Abbott & Chen, 2004),
der alle var overfølsomme for svampe. De blev testet med trehalose og reagerede alle med
mavebesvær, men kun i to af tilfældene kunne der erklæres et decideret trehalaseunder-
skud. Problemet er, at der er to ma˚der hvorp˚a man kan ma˚le trehaloseoptagelse i kroppen.
Den ene tager udgangspunkt i koncentrationen af brint og metan i ud˚andingsluft, hvo-
rimod den anden er en simpel m˚aling af blodsukkerets stigning efter indtagelsen af sukker-
stoffet. Begge metoder har vist deres værd i forskellige forsøg, men giver ofte modstridende
resultater. P˚a trods af japanernes tilsyneladende overfølsomhed overfor trehalose, anven-
der landet flittigt sukkeret i deres fødevarer – siden 1995 er millioner af kilo trehalose
blevet brugt som levnedsmiddelingredienser (Richards et al., 2002).
Som man ma˚ske kan fornemme, er der forholdsvis lidt viden om trehaloses rolle i men-
neskets ernæring. Der er ikke lavet særlig mange eller omfattende forsøg, og man ved
eksempelvis ikke om der er en genetisk sammenhæng mellem tilfældene af trehaloseintol-
erance (Gudmand-Høyer et al., 1988).
8.3 Trehalose i ris
I Cornell forskerholdets ris med rbcS promotoren forekommer trehalose først og fremmest
i plantens blade og stilk, og syntetiseres n˚ar planten udsættes for stress. I princippet æn-
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drer indholdet af trehalose i riskornene sig ikke, da generne for trehalosesyntese er yderest
vævspecifik (jf. rbcS i afsnit 7.2). Det vil sige, at generne ikke udtrykkes i riskornene,
selvom de er til stede, som i alle de andre celler. Ikke desto mindre er der ogs˚a udviklet en
udgave af Cornell forskerholdets ris med en ABA promotor, der ikke er nær s˚a vævspeci-
fikke. S˚aledes kan der i princippet godt udvikles trehalose i riskornene, hvis planten bliver
udsat for stress. Her er imidlertid kun tale om meget sma˚ mængder, som aldrig ville kunne
f˚a nogen ernæringsmæssig betydning (Garg et al., 2002).
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Spredningen af gener fra transgenetiske planter er et stort diskussionsemne26. Dette skyldes,
at det er svært at opstille forsøg, som giver entydige svar p˚a spredningen af gener, pga.
de mange faktorer der spiller ind.
Vi beskriver i dette afsnit to markforsøg udført i Spanien/Italien (Messeguer et al., 2001)
og Kina/Sydkorea (Chen et al., 2004). Vi anvender de to markforsøg, da der endnu ikke
er udført markforsøg for Cornell forskerholdets transgenetiske ris (Garg et al., 2002).
I markforsøget i Spanien/Italien undersøgte de spredningen af gener fra transgenetiske
ris til deres ikke-transgenetiske modpart. I markforsøget i Kina/Sydkorea undersøgte de
spredningen af gener fra transgenetiske og ikke-transgenetiske ris til hhv. ukrudtsris og
vilde ris (jf. afsnit 3.1).
9.1 Forudsætninger for spredning af gener
Krydsbestøvning mellem forskellige rissorter er langt den største kilde til spredningen af
gener. Andre muligheder for spredningen af gener er overførslen af gener til jordbakterier
eller vira. Vi vil dog kun koncentrere os om krydsbestøvning. For at krydsbestøvning fra
transgentiske ris til hhv. ikke-transgenetiske ris, ukrudtsris eller vilde ris kan finde sted,
er der tre forudsætninger som skal være opfyldt (Lu et al., 2003):
• Biologisk skal de have et tæt genetiske slægtsskab, s˚aledes at en hybrid vil have
normal reproduktionsevne.
• Geografisk skal de vokse i samme omr˚ade.
• Tidsmæssigt skal blomstringsperioden overlappe, b˚ade indenfor a˚ret, men ogs˚a
klokkeslettet indenfor dagen.
9.1.1 Genetisk slægtsskab og geografisk distribution
Der findes over 20 arter af ris med i alt ti forskellige genomtyper, hvoraf nogle er diploide
og andre tetraploide (Lu et al., 2003; Klo¨ti & Potrykus, 1999, s. 43). Det er kun arter med
samme genomtype, der kan krydsbestøves, da reproduktionsevnen for arter med forskellig
genomtype er d˚arlig. De to dyrkede risarter27 O. savita og O. glaberrima (jf. afsnit 3.1)
har begge samme genomtype som mange ukrudtsris og vilde ris, og de kan derfor uden
større besvær krydsbestøves (Lu et al., 2003).
26(Ellstrand, 2001; Snow, 2002; Crawley et al., 2001; Poppy, 2004; Wilkinson, 2004; Steinbrecher, 2002;
Latham & Steinbrecher, 2004)
27Bemærk der findes mange rissorter under O. savita og O. glaberrima.
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Mange af ukrudtsrisarterne og de vilde risarter vokser i de samme geografiske omr˚ader
som de opdyrkede ris, hvilket medfører, at der vil foreg˚a krydsbestøvning. Dertil kommer
at ukrudtsris tit vokser i selve markerne, hvilket yderligere letter krydsbestøvningen –
specielt da ris er selvbestøvende og dens pollen derfor ikke flyver særlig langt (Lu et al.,
2003; Song et al., 2004). Dette kommer vi nærmere ind p˚a i næste afsnit.
Ukrudtsris er et stort problem de steder, hvor man planter frø, der er høstet a˚ret før.
Specielt i Korea best˚ar mellem 0,6% og 23% af rismarkerne ukrudtsris, fordi man planter
frø høstet a˚ret før. I Kina er ukrudtsris endnu ikke er et stort problem, men her er man
ogs˚a begyndt at plante frø høstet a˚ret før. Ukrudtsris er derfor et potentielt stort problem
for Kina (Chen et al., 2004). Derudover har ukrudtsris i rismarker, hvor man planter frø
høstet a˚ret før, en tendens til at synkronisere blomstringsperiode og plantehøjde med de
dyrkede ris pga. krydsbestøvning. Krydsbestøvningsfrekvensen i disse marker ligger ogs˚a
væsentlig højere end i andre marker – mellem 1% og 52% (Chen et al., 2004). Ydermere
har man opdaget, at krydsbestøvningen er større for indica ris ind for japonica (Messeguer
et al., 2001).
9.1.2 Blomstringsperioden og pollenspredning
Risplanten blomstrer som beskrevet i afsnit 3.2. Tiltrods for at ris er selvbestøvende, sker
der ogs˚a bestøvning risplanterne imellem. Det er som før omtalt vigtigt, at blomstringspe-
rioden overlapper, for at der kan overføres pollen mellem risplanterne. Blomstringsperio-
den varierer imidlertid meget fra art til art og afhænger i høj grad af geografisk placering
og klimaet – fx luftfugtighed og temperatur (Lu et al., 2003).
For at kunne vurdere kravene til en evt. sikkerhedszone, er det essentielt for sprednin-
gen af gener at vide, hvor langt rispollen vil flyve og hvor bestøvningsdygtige de er.
Der er uenighed om, hvor lang tid rispollen er bestøvningsdygtige, n˚ar de frigøres fra
støvknappen. Den gængse opfattelse er, at rispollen er bestøvningsdygtige i 5-15 min
(Messeguer et al., 2001), men de nyeste undersøgelser tyder p˚a, at de er bestøvningsdygtige
i helt op til 60 min (Lu et al., 2003).
Det er ogs˚a den gængse opfattelse, at en isolationsafstand p˚a 10 m mellem transgenetiske
ris og andre ris er rigeligt til at sikre sig tilstrækkeligt mod krydsbestøvning. Dette mod-
siges imidlertid af en ny undersøgelse (Song et al., 2004), der har vist, at rispollen bliver
spredt helt ud til 38 m ved middelsvindhastigheder p˚a 2,5 m/s. Ydermere har Song et
al. (2004) beregnet p˚a baggrund af deres observerede data, at rispollen vil kunne spre-
des helt ud til 110 m ved middelsvindhastigheder p˚a 10 m/s, hvilket ofte forekommer i
blomstringsperioden for ris i det sydlige Kina (Song et al., 2004). Forskellen p˚a pollenden-
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siteten ved 10 m og ved 110 m kan hænge sammen med, at den aftager eksponentielt28.
Det medfører, at pollendensiteten mellem 0 og 10 m fra risplanterne er meget større end
fra 10 m og udefter (jf. figur 11). Ved vindhastigheder større end 10 m/s kan støvfanget
ikke længere fange pollen (Song et al., 2004).
Undersøgelsen af pollenspredningen (Song et al., 2004) p˚aviste yderligere
• at pollendensiteten er højest 0,5-1,5 m over jorden, og at pollendensiteten var meget
lav 2 m over jorden. Derfor foresl˚ar Song et al. (2004), som alternativ til en sikker-
hedszone p˚a 110 m, at plante sukkerrør rundt om transgenetiske rismarker, fordi de
er høje og derved kan forhindre pollen i at flyve frit.
• at vindhastigheden havde meget stor betydning for pollenspredningen.
Figur 11: Graferne viser pollendensiteten som funktion af afstanden fra risplanterne ved
forskellige vindhastigheder. Bemærk at graferne falder kraftigt mellem 0 m og 10 m -
billede: (Song et al., 2004).
9.2 Markforsøg i Spanien/Italien
Markforsøget i Spanien/Italien er beskrevet i Messeguer et al. (2001). Forsøget skulle
bestemme frekvensen af spredningen af gener fra transgenetiske ris til deres ikke-transgenetiske
modpart. Dette begunstiger spredningen af gener, fordi blomstringperioden matcher og
de er meget tæt genetisk beslægtet. Messeguer et al. (2001) brugte imidlertid ris af
typen japonica, mens Cornell forskerholdet brugte ris af typen indica – resultaterne
er dog ogs˚a interessante i vores tilfælde. Det er væsentlig at bemærke, at forsøget er
udført i Spanien/Italien, og at økosystemet/klimaet derfor er væsentlig anderledes end i
Sydøstasien.
28Luftb˚aren pollen kan beskrives udfra en eksponentielt aftagende funktion (Song et al., 2004).
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9.2.1 Metode
Messeguer et al. (2001) konstruerede en transgenetisk ris af typen japonica til mark-
forsøget. Risplanten fik indsat et pat gen, der som bar genet koder for herbicidresistens
og er under kontrol af CaMW 35S promotoren (jf. afsnit 7.2). Den transgenetiske ris blev
testet for herbicidresistens, og efterfølgende dyrket i 4 generationer i drivhus for at have
nok frø til markforsøget.
Selve markforsøget blev udført p˚a to marker i hhv. Spanien og Italien. I markforsøget i
Italien blev den transgenetiske ris s˚aet side om side med de ikke-transgenetiske ris for
at bestemme, hvor bred en sikkerhedszone en mark med transgenetisk ris bør have. Der
blev plantet en række med transgenetisk ris, og p˚a hver side af rækken var der plantet
ikke-transgenetiske ris i en afstand fra 20 til 240 cm. I markforsøget i Spanien plantede
man de transgenetiske ris i midten af cirkler af ikke-transgenetiske ris hhv. 1 m og 5 m fra
centrum for at undersøge vindens p˚avirkning af pollenspredningen. Yderligere var begge
marker overdækket med net, for at forhindre fugle i at forstyrre markforsøget.
Alle de ikke-transgenetiske ris fik deres position i marken noteret da de blev høstet. De
høstede frø blev s˚aet og senere testet for herbicidresistens med samme mængde herbicid
som blev brugt under selektionen af de transgenetiske planter. De ikke-transgenetiske ris
der overlevede, havde f˚aet overført pat genet fra de transgenetiske ris.
9.2.2 Resultater
Messeguer et al. (2001) fandt, at frekvensen af spredningen af pat genet var mellem 0,01%
og 0,53%. De 0,53% fandt de i cirklen 1 m fra de transgenetiske planter, i hvilken der
imidlertid var en stor variation (helt ned til 0.007% mod sydøst). Dette mener Messeguer
et al. (2001) skyldtes den dominerende vindretning p˚a dyrkningsstedet i Spanien! Den
dominerende vindretning blev bekræftet af en meteorologisk station 500 m fra marken.
Dette resultat stemmer overens med resultater fra nyere forsøg (Messeguer et al., 2004;
Song et al., 2004). I cirklen 5 m fra de transgenetiske planter var frekvensen af spredningen
meget lav (fra 0% til 0.022%), hvilket hænger sammen med at ris er selvbestøvende.
Ligeledes p˚a marken i Italien l˚a frekvensen af spredningen fra 0.08% til 0% hhv. 20 cm og
2.4 m fra de transgenetiske ris. Tilsidst skal nævnes, at alle de risplanter der blev forurenet
med pat genet, var fuldt frugtbare og ikke led under hæmmet vækst eller lignende.
9.3 Markforsøg i Kina/Sydkorea
Markforsøget i Kina/Sydkorea er beskrevet i Chen et al. (2004). Forsøget skulle bestemme
frekvensen af spredningen af gener fra transgentiske og ikke-transgentiske ris til tæt
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genetisk beslægtede ukrudtsris og vilde ris af b˚ade japonica og indica typen.
9.3.1 Metode
Chen et al. (2004) brugte til markforsøget e´n vild ris (O. rufipogon), 13 ukrudtsris (O.
sativa f. spontanea) af b˚ade japonica og indica typen, e´n ikke-transgentisk ris af typen
indica og e´n transgenetisk ris af typen japonica. Den transgenetiske ris blev dannet udfra
en krydsning af en ikke-transgenetiske ris med stort potentiale for krydsbestøvning og en
transgenetiske ris der har f˚aet indsat et bar gen (jf. afsnit 7.2).
Selve markforsøget blev udført p˚a to marker i hhv. Sydkorea og det sydøstlige Kina. I
markforsøget i Sydkorea blev de 13 forskellige ukrudtsris s˚aet imellem den transgenetiske
ris med bar genet for at efterligne ukrudtsrisenes normale ma˚de at gro p˚a i økosystemerne
i Asien. I markforsøget i Kina plantede Chen et al. (2004) p˚a skift en række af den ikke-
transgenetiske ris og en række af den vilde ris. Dette blev gjort for at efterligne den
normale ma˚de for vilde ris at gro p˚a i økosystemer i Asien (i kanten af markerne).
De vilde ris og de 13 forskellige ukrudtsris blev høstet og frøene indsamlet. Frøene fra
ukrudtsrisene blev plantet igen og efterfølgende testet for BastaTM herbicidresistens, da
kun ukrudtsris der har f˚aet overført bar genet, derved ville kunne overleve. DNA fra de
overlevende ukrudtsris blev isoleret og efterfølgende analyseret vha. PCR (jf. afsnit 4.5)
for at bekræfte, at bar genet var blevet overført. Frøene fra de vilde ris blev ogs˚a plantet
igen og dyrket til de var modne, hvor prøver fra bladene blev indsamlet. Prøver blev
analyseret vha. PCR, for at identificere den genetiske markør fra den ikke-transgenetiske
ris.
9.3.2 Resultater
Chen et al. (2004) fandt frekvensen for spredningen af gener fra transgenetiske ris til de
13 forskellige ukrudtsris til at ligge mellem 0,011% og 0,046%, hvilket er relativt lavt.
Chen et al. (2004) mener, at dette er kraftigt p˚avirket af at risenes blomstringsperioden
ikke var synkron (forskelle p˚a 4-22 dage), og at risarterne har forskellig højde.
Chen et al. (2004) fandt frekvensen for spredning af gener fra ikke-transgenetiske ris til
vilde ris til at ligge mellem 1,1% og 2,2%, hvilket er relativt højt, men ikke uventet, da
den ikke-transgenetisk ris og den vilde ris er genetisk meget tæt beslægtet. Bemærk at
mens den transgenetiske ris var af typen japonica, er den ikke-transgenetiske ris af samme
type som Cornell forskerholdets transgenetiske ris, nemlig indica typen.
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Vi vil i dette afsnit sammenfatte de forskellige aspekter, vi har gennemg˚aet i rapporten.
Det er perspektiver, vi har fundet nødvendige at gennemg˚a før en eventuel genmodificeret
risplante kan sættes ud.
Det er et faktum at forskerholdet fra Cornell University har skabt en transgenetisk
risplante (Garg et al., 2002) der akkumulerer trehalose under stress (jf. afsnit 7). Denne
plante har ogs˚a vist en betragtelig større modstandsdygtighed overfor abiotisk stress.
Vi forholder os kritisk, til den form for tørkestress, som de har udsat planten for. Det
fremg˚ar af deres forsøg, at de har udsat planterne for en betragtelig mængde tørke i kort
tid. Derudover har planterne været placeret i sma˚ potter29. Dette mener vi, ikke giver
et realistisk billede af planternes reaktion p˚a naturligt forekommende stress. Der skal
længere og mere omfattende forsøg til, før man ville kunne drage en endelig konklusion,
omkring om planten giver større udbytte. Dette er et synspunkt vi blandt andet deler
med (Chandra Babu et al., 2004).
10.1 Sundhedsmæssige aspekter
Med hensyn til de sundhedsmæssige aspekter synes Cornell forskerholdets transgenetiske
risplante at være relativ harmløs. Denne vurdering er til dels baseret p˚a det f˚atal af prob-
lemer, man er stødt p˚a i forbindelse med trehalose som levnedsmiddelingrediens. Desuden
er det værd at tage i betragtning, at trehalose allerede er godkendt som fødevareadditiv
i fx EU, USA og Japan. Ikke desto mindre er der stadigvæk kun forholdsvis begrænset
viden om trehalasemangel blandt mennesker. Der bør derfor laves yderligere forsøg.
De p˚agældende forsøg vi under litteratursøgningen fandt frem til, er efter vores mening
ikke fyldestgørende. Dette skyldes til dels, at antallet af forsøgsindivider var meget be-
grænset, men ogs˚a at udvalget af individer til brug i forsøgene var kritisable. Forsøgspersonerne
udgjorde i et tilfælde kun kvinder, og i et andet tilfælde var der kun tale om mennesker
med fordøjelsesproblemer i forhold til svampe (Abbott & Chen, 2004). Dette giver ikke
noget realistisk billede af risikoen forbundet med indtagelse af trehalose. Et andet syn-
spunkt som burde undersøge, er den eventuelle tendens til en arvemæssig sammenhæng
mellem tilfældene af trehalasemangel. Man har alts˚a ikke afklaret de etnografiske aspek-
ter. Det skal dog nævnes, at der er lavet utallige undersøgelser omkring sammenhængen
mellem folkeslag og trehalasemangel, men undersøgelserne har ikke kunnet p˚avise nogen
konkret sammenhæng (Richards et al., 2002).
29Potter af størrelsen 10 cm x 10 cm (Garg et al., 2002)
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Et andet aspekt der bør inddrages er forskellene p˚a de to anvendte promotore til TPSP
fusionsgenet (jf. afsnit 7.2). Ved brug af ABA promotoren bliver fusionsgenet udtrykt i
riskornene, hvorimod det kun bliver udtrykt i bladene ved brug af rbcS promotoren. Dette
betyder i praksis, at s˚afremt rbcS promotoren anvendes, vil det sundhedsmæssige aspekt
ikke være relevant, da trehalose formentlig ikke vil ophobes i riskornene. Det er dog ikke
sandsynligt at netop denne promotor vil blive foretrukket, idet ABA promotoren er mere
effektiv.
10.2 Spredning af gener
I det følgende afsnit vil vi p˚a baggrund af afsnit 9 diskutere risikoen for spredningen af
gener fra Cornell forskerholdets transgenetiske risplante. Denne vurdering er hovedsageligt
baseret p˚a de markforsøg vi tidligere har beskrevet.
Der er endnu ikke blevet udført markforsøg for Cornell forskerholdets transgenetiske
risplante, idet den stadigvæk kun er p˚a forsøgsstadiet. Der er dog lavet markforsøg med
andre transgenetiske risplanter (jf. afsnit 9.2 og 9.3).
Markforsøget beskrevet i afsnit 9.2 foreg˚ar i henholdsvis Italien og Spanien, hvorved
økosystemet er anderledes end økosystemet i Sydøstasien. Dette er med til at give en
vis usikkerhed i henhold til relationen mellem eksperimentet og Cornell risplanten. De
bruger ogs˚a en rissort af typen japonica, hvorimod Cornell forskerholdet bruger en rissort
af typen indica. Dette vil formentlig kun betyde, at den fundne frekvens for spredningen af
gener bliver mindre end den for Cornell forskerholdets ris, eftersom krydsbestøvningen er
større for indica ris end for japonica (jf. afsnit 9.1.1). Markforsøget illustrerede derudover
betydningen af den dominerende vindretning i omr˚adet.
Marforsøget beskrevet i afsnit 9.3 foreg˚ar i Kina og Sydkorea, hvilket giver bedre mu-
lighed for at relatere Cornell risplantens spredningsfrekvens til markforsøget. Det skal
dog nævnes, at markforsøget i Kina/Sydkorea bruger meget tæt genetiskebeslægtede ris-
sorter, som er kendt for stor krydsbestøvning, hvorved den opgivne spredningsfrekvens
giver et overslag p˚a normal krydsbestøving.
Et andet vigtigt aspekt er omfanget af spredning af gener fra Cornell forskerholdets
risplante. For generne vil blive spredt, ligesom det har foreg˚aet hele tiden gennem evo-
lutionen. Umiddelbart kan man mene, at det ikke er hensigtsmæssigt at indføre gener
i planteriget som kommer fra fx e. coli. Vi mener dog ikke, at dette burde give grund
til usikkerhed i forhold til konsekvenserne, idet mange planter i forvejen syntetiserer tre-
halose30 (Leslie et al., 1995). Derimod ville en overførsel af en selektionskassette, der koder
30Men nedbryder det med det samme igen.
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for herbicidresistens, godt kunne skabe problemer. Eksempelvis hvis ukrudtsris skulle blive
resistent overfor sprøjtemidler. S˚aledes kunne man frygte at ukrudtsrisen igangsatte en
bioinvasion31, s˚aledes at biodiversiteten ville blive forskubbet uhensigtsmæssigt. P˚a trods
af disse forsøg, mener vi at der inden en indførelse af Cornell forskerholdets risplante bør
foretages et længerevarende markforsøg for at fastsl˚a konsekvenserne af spredningen.
At Cornell forskerholdets risplante i et givent omfang vil krydsbestøves med andre ris-
sorter er uundg˚aeligt hvis den frigives. Man bør dog tage en række foranstaltninger32
med henblik p˚a at reducere omfanget af spredningen til et minimum. Kravene til en evt.
sikkerhedszone varierer dog kraftigt forsøgende imellem og bør s˚aledes kun betragtes som
vejledende værdier. Af de to forskellige opgivne værdier, for bredden p˚a sikkerhedszo-
nen33, 10 m og 110 m, har vi vurderet at en sikkerhedszone p˚a 110 m er urealistisk. Denne
vurdering grunder til dels i en meget lav pollendensitet p˚a en afstand ved 110 m. Deru-
dover vil store mængder landbrugsjord ligge ubrugt hen, og det vil derfor være økonomisk
urentabelt for en landmænd at dyrke Cornell forskerholdets ris. I øvrigt er den fastsatte
værdi p˚a 110 m beregnet og ikke ma˚lt direkte, hvilket giver en hvis usikkerhed omkring
resultatet. Alternativet med brug af sukkerrør lader til at være en langt bedre løsning, i
det landmanden derved ogs˚a kan udbytte hele landbrugsjorden.
31Udkonkurrering af den omkringliggende flora.
32(Chen et al., 2004; Messeguer et al., 2001)
33Afstand mellem ris og mulige emner med henblik p˚a spredning
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Cornell forskerholdets transgenetiske risplante er stadigvæk kun er p˚a udviklingsstadiet,
hvilket gør det svært at konkludere noget endeligt om, hvorvidt den kan tages i brug. Vi
kan s˚aledes kun søge at vurdere, hvorledes de foreløbige udsigter ser ud. Vi har ikke fundet
nogle sundhedsmæssige aspekter, der taler imod videreførelsen af Cornell forskerholdets
eksperimentelle arbejde med deres transgenetiske risplante. Det er dog vores opfattelse, at
Cornell risplanten kræver en omfattende række af tests inden den eventuelt blev indført
p˚a markedet. Dette med henblik p˚a konsekvenserne af spredning af gener, men ogs˚a med
henblik p˚a om risplanten ville kunne t˚ale mere realistiske former for abiotisk stress.
Vi ser dog ingen afgørende a˚rsag til, at Cornell forskerholdets transgenetiske risplante
ikke ville være et hensigtsmæssigt bud p˚a en brugbar afgrøde. Denne konklusion byg-
ger dog kun p˚a en vurdering af de sundhedsmæssige risici og spredningen af gener via
krydsbestøvning.
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En betingelse for, at rissorten medfører den ønskede vækst af fødevareproduktionen, er
dens udbredelse i de risproducerende lande. Det er derfor vigtigt, at rissorten bliver ac-
cepteret og anvendt af s˚a mange producenter som muligt. Hvorvidt den enkelte landmand
i de p˚agældende lande vil være interesseret i at benytte rissorten frem for traditionelle
arter er afhængig af en række faktorer:
• Er rissorten robust og let at dyrke, eller er den mere modtagelig overfor sygdomme
og skadedyr?
• Kan risen markedsføres lokalt?
• Kan risen eksporteres?
Risarten for Cornell forskerholdets stresstolerante rissort er O. sativa af indica typen (jf.
afsnit 3.1), der er den mest udbredte ristype i verden. Denne rissort blev udvalgt netop
fordi det er den mest almindelige, selvom genmodificeringen ifølge Cornell forskerholdet
havde været lettere at udføre p˚a en japonica type (Garg et al., 2002). Udover den forøgede
trehalosesyntese, er GM-rissorten identisk med indica typen, og man ma˚ derfor regne med,
at dyrkningsmetoden er den samme, samt at den har samme naturlige forsvar overfor
svampe, sygdomme og skadedyr.
Et vigtigt aspekt at tage i betragtning er risens smagskvalitet med henblik p˚a markedsføring.
Hvert land har forskellige forventninger og præferencer hvad ang˚ar risenes kulinariske
karakteristika s˚avel som deres udseende. I visse kulturer skal ris eksempelvis være krid-
hvide, hvor andre kulturer lægger mere vægt p˚a de aromatiske egenskaber. Man kan
s˚aledes ikke kun afgøre om rissorten er velegnet ud fra en økologisk synsvinkel. Man
burde tillige foretage forsøg, som undersøger det smagsmæssige aspekt. Alts˚a lade et
smagspanel sammenligne kvaliteten af to ens rissorter, hvor den ene vil være genmodifi-
ceret til trehaloseakkumulation. Da trehalosen i princippet ikke burde findes i riskornene
(jf. afsnit 7.2) forventes smagen uændret, omend trehaloses effekt p˚a planten m˚aske skaber
ændringer. S˚afremt smagen konkluderes til at være uforandret, kan man efterfølgende
genmodificere andre rissorter til øget stresstolerance, og herefter markedsføre dem som
stresstolerante, men ellers identiske afgrøder.
Et stigende antal u-lande viser af forskellige a˚rsager skepsis over for GM-produkter. Nogle
er nervøse af sundhedsmæssige grunde, mens andre ser en problematik i forhold til ek-
sporten, da f.eks EU har strenge regler omkring import af GM-varer. I Europa grunder
en del af skepsisen i miljøaspektet: vil den transgenetiske rissort sætte økobalancen over
styr? Er genmodificeret mad farligt for mennesker? En række politiske a˚rsager synes dog
ogs˚a at spille ind, fx konkurrencen med USA, der som bekendt længe har produceret
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transgenetiske landbrugsvarer.
Det kræver alts˚a ogs˚a store sociale forberedelser, før en stresstolerant transgenetiske ris
kan indføres p˚a markedet.
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